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摘  要 
脂肪酶 B 是一种用途较为广泛的脂肪酶，能够催化甘油三酯酯键的断裂。
除此之外，脂肪酶 B 还具有多种酶活性，对非水溶性和水溶性物质都有很强的
催化活性。因其催化功能的多样性及作为一种生物催化剂的优越性，脂肪酶 B
在许多领域中具有广泛的应用。随着基因工程和发酵工程等生物技术的不断发
展，微生物脂肪酶在各行各业中都得到了广泛应用。而毕赤酵母作为一种能够高
效表达外源蛋白的真核表达系统，可以高效表达外源脂肪酶，为其工业化生产提
供了基础。本论文以重组毕赤酵母表达脂肪酶 B 为研究目标，对重组毕赤酵母
培养条件以及产酶诱导条件进行了探讨，并对所产脂肪酶 B 的酶学性质进行了
研究。从而为脂肪酶 B 的蛋白质工程提供理论基础，并为该酶的高效表达和以
后的应用奠定基础。 
本论文主要进行了以下几个方面的研究： 
首先，采用单因素实验对重组毕赤酵母表达 CALB 的培养基组分如碳源、
氮源、微量元素以及维生素进行了优化。结果表明，毕赤酵母表达 CALB 的最
优碳源和氮源分别为甘油和蛋白胨，对 CALB 表达影响最显著的微量元素和维
生素分别为钙离子和生物素。为了提高 CALB 表达量，进一步通过响应面设计
对上述四种培养基组分进行优化，结果表明，甘油浓度和蛋白胨浓度之间的交互
作用对重组菌表达脂肪酶 B 活性的影响最为显著，得到最佳培养基组分为：甘
油浓度为 14.13 g/L，蛋白胨浓度为 2.15 g/L，生物素浓度为 0.99 mmol/L，氯化
钙浓度为 0.61 mmol/L。在此优化培养基条件下毕赤酵母表达 CALB 的酶活可达
105.2 U/mL。 
其次，采用单因素实验对重组毕赤酵母产脂肪酶 B 的诱导条件如温度、pH、
时间以及甲醇浓度进行了优化，结果表明，诱导温度为 20℃，诱导 pH 为 6.5，
诱导时间为 96 h 以及甲醇浓度为 2%时重组毕赤酵母发酵产脂肪酶 B 产量最高。
在此条件下脂肪酶 B 表达量可达 427.5 mg/L。 
最后，对CALB在不同温度、pH、金属离子、表面活性剂和有机溶剂条件下
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的酶学性质进行研究，结果表明：该酶在20℃～50℃的条件下具有较高的稳定性，
其最适反应温度的为40℃酶活，但在30℃～50℃之间也能够保持较高酶活。该酶
pH稳定性范围为pH 4.5～6.5，最适酶反应pH为7.5，在pH 7.0～pH 9.0之间也有
较高的酶活。金属离子如Mg2+、Fe3+、Na+、K+，低浓度的甲苯、四氢呋喃以及
EDTA、Triton X-100和Tween 80都对该酶具有显著的促进作用，而高浓度的有机
溶剂以及表面活化剂都会对CALB的活性产生很大的抑制作用。该酶对硝基苯酚
丁酸酯（pNPB）等短链的脂肪酸（n≦8）有很高的亲和力和催化效率，以pNPB
为底物时，其Km和Kcat/Km分别为 3.57 mmol/L和171.82 mmol
-1
·L·s
-1。 
 
关键词： 毕赤酵母；脂肪酶B；培养基组分优化；诱导条件表达；酶学性质 
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Abstract 
Candida antarctica lipase B (CALB) is the most widely application lipase in a 
large amounts of lipase, which can catalyze the hydrolysis of ester bonds of 
triacylglycerols at the interface between the aqueous and non-aqueous phase. 
Moreover, CALB have a strong catalytic activity to hydrophilic and hydrophobic 
substances. Because of their versatility and superiority as biocatalyst, CALB are 
widely used in many biocatalyzed fields. With the development of genetic engineering 
and protein engineering, microbial lipases have been widely applied in our daily life. 
As an efficient eukaryotic expression system, pichia pastoris can efficiently express 
exogenous lipase gene and product an amounts of lipid B for industrial biocatalysis. 
In this work, we studied the medium component and induced conditions of CALB 
expression in pichia pastoris and the properties of the CALB. The purpose in this 
study is to improve the CALB expression level by using recombinant Pichia pastoris 
system and to apply in the industrial catalysis. 
    The studies and results in this research are as follow: 
    First, medium components such as carbon source, nitrogen source, trace 
elements and vitamins were optimized using single factor experiment. The results 
showed that the optimal carbon source, nitrogen source, trace elements and vitamin 
were glycerol, peptone, calcium ion and biotin, respectively. With response surface 
methodology to optimize the above factors, the optimal glycerol concentration is 
14.13 g/L, the peptone concentration is 2.15 g/L, the biotin concentration is 0.99 
mmol/Land the calcium chloride is 0.61 mmol/L. Under this optimal condition, the 
enzyme activity of CALB was 105.2 U/mL with expressing system of Pichia pastoris. 
    Secondly, induced conditions of CALB expression including temperature, pH, 
cultivated time and concentration of methanol were optimized by single factor 
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experiment. The results showed that the optimal induced time was at 96 h of 
cultivated time, the optimal addition concentration of methanol was 2% (v/v), the 
optimal cultivated temperature was 20℃and pH value was kept at 6.5. Under this 
optimal condition, the expression level of CALB reached to 350 mg/l. 
    Finally, the effects of different temperature, pH, metal ions and surfactant on 
enzymatic properties of CALB were investigated.  
CALB had a high stability at 20 -50 ℃ and its optimum reaction temperature 
was 40 ℃, as well as a high enzyme activity at 30-50 ℃. CALB was one of the 
alkaline lipases and its optimal pH of enzyme reaction was 7.5, and it could keep the 
enzyme activity above 80% at pH 7.0-pH 9.0. Metal ions such as Mg
2+
, Fe
3+
, Na
+
, and 
K
+
 can improve the enzyme activity of CALB. Surfactants such as ow-level toluene, 
tetrahydrofuran, EDTA, Triton X-100 and Tween 80 can also increase over enzyme 
activity. CALB had a high affinity and catalytic efficiency with short carbon chain 
fatty acid such as pNPB, and the Km and Kcat/Km were 3.57 mmol/L and 171.82 
mmol
-1
·L·s
-1
 when pNPB was as the substrate of enzyme reaction. 
 
Key words: Pichia pastoris; Candida Antarctic lipase B; Optimization of medium 
component；Optimization of induced condition; Enzymatic properties 
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第一章  综述 
1.1 南极脂肪酶 B 
1.1.1 脂肪酶的简介 
脂肪酶（Lipase，EC 3.1.1.3），系统名为三酰基甘油水解酶，水解产物主要
是由甘油和长链脂肪酸形成的甘油三脂，也能在非水相体系中催化合成酯类或转
酯反应[1]。脂肪酶在自然界中广泛存在，来源于微生物、植物及动物等生物体。
也是目前研究最早的酶类之一，从1834 年首次报道了动物胰脏脂肪酶的活性到
如今微生物脂肪酶的广泛应用已有近二百年的历史。在人体和动物体中，各类脂
肪酶控制着消化、吸收、脂肪重建和脂蛋白代谢等过程；在植物体内脂肪酶存在
于能量储藏组织中，如油料作物的种子中含较多的脂肪酶，当种子萌发时，脂肪
酶与其他的酶发挥协同作用催化分解油脂生成糖类，提供种子所必需的养料和能
量；微生物种类多、繁殖快、容易发生变异，能够产生更为丰富的脂肪酶，而且
微生物的生产可以不受自然环境的影响，通过人工控制发酵条件可实现大量生产
目的酶，产酶周期短、生产成本低。微生物脂肪酶还具有比动植物脂肪酶更广的
作用pH、作用温度范围及底物专一性，因此，在理论和实际应用中有关微生物
脂肪酶结构、生理生化性质、酶学性质等方面得到了广泛的研究[2-4]。此外，微
生物来源的脂肪酶一般都是分泌性的胞外酶，适合工业化大生产和获得高纯度样
品，所以微生物脂肪酶也是工业用脂肪酶的重要来源[5-7]。 
微生物脂肪酶的最适pH一般为7.0左右，而且最适pH与微生物种属间并无明
显的关系。不同菌种来源的脂肪酶最适温度有很大的差别，如真菌脂肪酶的最适
温度相对较低，而细菌脂肪酶则相对更耐热。在水溶液中，除少数菌种脂肪酶外，
大多数脂肪酶的最适反应温度在25-30℃之间，酶的热稳定性也相对较低，而在
有机相中，脂肪酶可以0-100℃范围内发挥其催化活性，酶的热稳定性会大大提
高，如猪胰脂肪酶在100℃的有机相环境中，其活力半衰期仍在数十小时以上[8]。
脂肪酶的底物特异性取决于酶分子结构，尤其是活性中心的结构，因此酶的来源
不同，其对底物的专一性也不同[9]。随着对脂肪酶研究的深入，越来越多的脂肪
酶的一般性质和在有机相中的催化性质被了解和掌握，脂肪酶也被广泛应用在食
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品加工、洗涤剂、化合物制备、医药和化妆品、皮革生产、纸浆和造纸等诸多领
域，为我们的生产和生活服务。而且随着分子酶学和非水酶学的发展，更多的高
催化活性和特异性的脂肪酶被研究和开发出来，使脂肪酶在众多领域显示出越来
越广阔的应用前景[10]。 
1.1.2 CALB的来源及特性 
    南极假丝酵母脂肪酶最初从南极大陆分离得到[11]，它表达 2 种脂肪酶，即
Lipase A 和 Lipase B，这两种酶已经被分离纯化和表征，结果显示两者之间差异
较大。CALA 对钙离子有很强的依赖性及很强的耐热性。CALB 则不依赖钲离子，
耐热性偏差。同时，两者的底物特异性不同。CALA 是有研究中唯一对甘油三酯
sn-2 位显示出偏好的脂肪酸，它对于位阻醇表现出较高的活性，可以水解一些叔
丁酯的保护氨基酸，也就是 CALA 能催化绝大多数脂肪酶所不能催化的多分支
和大体积底物，但对简单结构的酯类活性较低。然而，CALB 对甘油三酯的活性
较低，但是对大部分的酯、氨基化合物、硫醇等都具有较高的催化活性，而且
CALB 在生物催化过程中所需酶量远远少于 CALA，因此，CALB 的应用更为广
泛。    
与其它的脂肪酶相比，CALB 具有较好的热稳定性和较为宽广的活性 pH 范
围。CALB 是一种刚性很强的蛋白，其最适催化 pH 值为中性，但在 pH3.5-9.5
的水溶液中都比较稳定。变性温度大概在 50℃-60℃之间，与 pH 和缓冲液有关，
如在低 pH 环境下其变性温度就较高[12]。CALB 有着特殊的结构，具有许多优良
的特性，它对非水溶性和水溶性物质都用很强的催化活性，在水解和有机合成反
应中具有高度的立体选择性，到目前为止，该酶被认为是催化氨解反应最合适的
酶[13]。因此在有机合成、制药、医药中间体等领域得到广泛应用[14-16]。此外，
CALB 催化反应时需水量也很小，甚至在完全无水的溶剂中仍能保持很好的活
性，研究证明 CALB 可以很好的与保持酶构像的必需水分子牢固结合[17]。 
1.1.3 CALB的工业化现状及前景 
由于具有良好的催化性能，CALB 已经引起了全世界的广泛关注，并且在
生物柴油生产、有机合成、手性化合物拆分、制药、医药中间体等领域得到了一
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  9 
定程度的应用。而随着新的工业化应用领域的开发，对CALB的耐热性和有机溶
剂的耐受性等工业催化性能的要求也越来越高。利用基因工程和蛋白质工程的方
法来修饰和构建高活性和高溶剂耐受性的CALB，同时通过CALB的固定化技术
和介质工程的手段改善CALB在催化体系中的活性和稳定性，将是今后研究的重
点。目前，CALB酶制剂价格相对较高，如：诺维信公司生产的Novozyme 435价
格为300元/g左右，因此，降低其发酵和固定化成本是迫切需要解决的问题。 
2001年，德国Youchun Yan等报道在生产中大规模运用CALB催化合成脂肪
酸糖酯[18]，主要考察了体系脱水对反应转化率的影响，提出以丁酮和已烷的混
合液可实现最佳效果。此外，CALB和Novozyme 435 也广泛应用于非传统体系。
法国Barbara Rejasse 报道用Novozyme 435 在有机相中合成水溶性维生素A的衍
生物[19]。希腊Vasso Skouridou等报道用Novozyme 435 在水和苯的两相体系中进
行α-蒎烯的环氧化反应[20]。法国的Enaud E.等报道利用Novozyme 435 合成根皮
苷的芳香酯[21]。可见，随着脂肪酶工业化生产成本的降低和研究的进一步深入，
CALB和Novozyme 435将会有更广泛的工业应用前景。 
1.2 酵母表面展示系统及应用 
1.2.1 酵母表面展示系统概述 
表面展示技术是以基因工程为技术手段，将外源蛋白（包含肽段及蛋白质结
构域）以融合蛋白的方式在噬菌体或细胞表面进行表达的新兴技术。被展示的外
源蛋白与锚定蛋白融合表达后，既保持了相对独立的空间结构和原有的生物活
性，又能使外源蛋白以固定化的形式存在，在下游的工业化生产中，目标产物的
提取和制备以及大规模应用过程中也更为高效和简便[22]。自 1985 年 Smith G.P.
等[23]首次将短肽链与丝状噬菌体的锚定蛋白复合成功后，人们开始重视并加大
表面展示系统的研究，此后噬菌体、细菌和酵母菌等细胞表面展示系统不断发展
[24-25]。 
相比噬菌体和细菌展示体系，酵母展示系统既具有原核生物基因操作简单、
繁殖快、易于高密度发酵等优点，也有真核生物表达系统蛋白质加工和分泌途径
的生物合成细胞器，可以有效促进功能蛋白的折叠和糖基化，这样就可以实现更
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多的蛋白质在酵母表面展示系统中的表达，进而为其后的蛋白质改造奠定了基
础。因此，酵母表面展示系统得到了迅速地发展并逐步成为现在生物技术领域中
一种高效的外源蛋白表达技术，在蛋白质定向进化及文库筛选、抗原/抗体库构
建及高亲和抗体分选、免疫生物催化和生物传感器等众多领域得到广泛的应用及
发展[26]。 
酵母展示系统主要应用于以下方面： 
   （1）展示表达各种功能酶蛋白。如淀粉酶、纤维素酶[27]、脂肪酶[28]、有机
磷水解酶[29]、生物素连接酶、羧酸酯酶[30]、差向异构酶及环糊精葡聚糖转化酶[31]
等多种酶已成功地展示在酵母菌细胞表面且具有生物活性。 
   （2）在生物传感器上的应用。将绿色荧光蛋白作为报告蛋白展示在酵母细胞
表面,可以用来分析基因的转录、膜蛋白的定位以及分子之间的作用等[32]。 
   （3）功能性蛋白质抗原表位图谱的绘制。酵母表面展示技术不仅可以用于抗
体和抗原之间相互作用的观察,还可以广泛的用于蛋白质间相互作用时残基的鉴
定[33]。 
   （4）蛋白质分子定向改造以及表达水平与稳定性的改善[34]。 
   （5）在疫苗开发方面的应用。 
   （6）酶的固定化应用。利用酵母表面展示来进行蛋白质的固定化,类似于利
用共价键连接蛋白质和固相球珠,这种固定通常可以改善目标蛋白的稳定性和重
复利用性。 
1.2.2 毕赤酵母展示系统 
酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）是第一个完成基因组测序的真核生物，
因此早期的酵母表面展示多以酿酒酵母作为宿主菌。但酿酒酵母表达系统表达外
源蛋白产物时也有不足之处，如产物蛋白质的不均一、信号肽加工不完全、内部
降解、多聚体形成等，造成表达蛋白质在结构上的不一致；在大规模发酵过程中
会产生乙醇，难以进行高密度培养；分泌效率低，也不能使所表达的外源蛋白质
正确糖基化；使用诱导的启动子时常会发生质粒的丢失，重组蛋白常会发生超糖
基化而使蛋白的活性发生变化[35]，这些缺点限制了酿酒酵母在表达重组蛋白中
的应用。 
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巴斯德毕赤酵母（Pichia pastoris）是 1969 年由 Ogata K 等首次发现，是目
前最广泛的外源蛋白表达系统之一，它克服了大肠杆菌表达蛋白结构简单，表达
量低的缺点[36]，也克服了酿酒酵母菌缺乏强有力的启动子，分泌效率差、表达
菌株不够稳定、表达质粒易于丢失、表达外源蛋白的糖基化程度高等缺点[37]。
毕赤酵母表达系统在国内外已经引起了高度重视，到目前为止，已经有 500 多
种蛋白在该系统中进行了表达[38-39]。 
毕赤酵母表达系统主要具备以下优点： 
（1）高表达。它的生长速度快，具有醇氧化酶 AOX1 基因启动子，这是目
前最强，调控机理最严格的启动子之一，可有效调控外源基因的高效表达，表达
产量约是细菌、昆虫或哺乳动物细胞等表达系统产量的 10～100 倍； 
（2）稳定性高。该系统的表达载体不是以容易丢失的质粒形式存在，而是
十分稳定地整合在染色体上，表达质粒能在基因组的特定位点以单拷贝或多拷贝
的形式稳定整合； 
（3）在简单合成培养基中可实现高密度培养。 
（4）培养成本低。毕赤酵母对营养的要求低，培养基中不含蛋白，较廉价，
生长快，易于操作和培养，便于扩大工业化生产。 
（5）产物易优化。毕赤酵母自身分泌的蛋白极少，并且采用展示方式将外
源蛋白展示在细胞表面，可用真空冷冻干燥的方法得到有活力的蛋白粉，可直接
添加使用，减少纯化步骤。 
（6）由于该酵母能以甲醇为唯一碳源和能源，但是绝大多数微生物并不能
以甲醇为碳源，从而减少杂菌污染。 
（7）表达后加工。毕赤酵母用胞外分泌表达时，保留了真核生物的表达后
加工过程，具备完整的蛋白表达、加工和修饰功能。 
1.2.3 外源蛋白在毕赤酵母中的应用 
毕赤酵母表达系统已被广泛运用于生产各种外源蛋白。外源蛋白可以在毕赤
酵母菌的胞内表达或者分泌到胞外培养基中，由于在未添加蛋白的培养基中毕赤
酵母仅分泌很低水平的内源蛋白，那么分泌的外源蛋白就构成了培养基总蛋白的
主要部分，因此为从大量的细胞蛋白中分离纯化目的蛋白提供了方便[40]。此外，
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